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慢性関節 リ ウ マ チ くrhe u rn atOida rthritis， R Alに お ける コ ラ
ー ゲ ン 線推分解機序 を解明 する 目的
で R A滑膜組織 に お ける コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 局 在 を免疫組織学的 に 検索 し ， 次 い で ヌ
ー ド マ ウ ス 移植 R A滑
膜組織 に お け る コ ラ ー ゲ ン線維 の 分解 を形態学的及 び生化学的に 検討 し た ． オク タ ロ
ー こ 乱 免疫沈降
法 ， We ster nblot法に よ り検定 され た コ ラ ゲナ
ー ゼ に 対 す る特異抗体 を用 い て R A滑膜組織 なら び に 正
常滑膜組織 を免疫染色 す ると ， コ ラゲ ナ
ー ゼ は R A滑膜組織 を 1月 M モ ネ ン シ ン で 1時間以 上処 理 し
た場合の み 滑膜表層細胞 に 限局 し て認 め られ た ， こ の こ と は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ が R A滑膜組織の 表層細胞 に
ょ っ て合成 ． 分泌さ れ ， 細胞 内に 貯蔵 され る こ と な く 持続性 に 分泌 され る こ と を 示唆 して い る － R A滑
膜を ヌ ー ド マ ウ ス 皮下に 移植 す る と ， 移植 1
旬 2遇後に は滑膜表層細胞直下の コ ラ ー ゲ ン線維が細線維
へ と 分解 し た ． こ れ らの 移植片で は コ ラ ゲ ナ ー ゼの 合成 ． 分泌が 認 め られ ， 免疫組織学的 に 滑膜表層細
胞 に コ ラ ゲナ ー ゼが 陽性 で あ っ た ． 従 っ て ， 移植片に お け る細胞外 コ ラ
ー ゲ ン線維 の 分解に は R A滑膜
表層細胞由来 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 関与す る と 考え ら れ た 言 細胞外 コ ラ
ー ゲ ン線推 の崩壊に 加 え て ， 移植滑
膜深層の 線維芽細胞中に コ ラ ー ゲ ン 線推 を含む 空胞 が認 め られ た ■ ま た － こ れ らの コ ラ
ー ゲ ン 線維 の 一
部に は分解像が観察さ れ た ． 以上 の 所見 は ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性の 上 昇 した 生体内の組織 に お ける コ ラ ー
ゲ ン線維の 分解が細胞内と細胞外 の 2 つ の プ ロ セ ス に よ っ て進行す る とい う こ と を 示唆 して い る ．
Eey w o rds rhe u m atoidarthritis， Syn O Vialtis s u e， C Ollagen as e， degr adatio n
of c ollage nfibrils
慢性関節 リ ウ マ チ くrhe u m atoida rthritis， R Al は ，
抗原一抗体複合体 を起炎物質と して 多発性 の 慢性増殖
性滑膜炎を生 じ ， 関節軟骨や骨及 び関節周囲組織の 破
壊をき たす疾患 で あ る ． 一 般 に ， 関節 軟骨の 破壊 に は
く1I軟骨細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解冗進ほ1細胞外マ ト
リ ッ ク ス の 合成低下 く31軟骨細胞壊死 ， の 3 つ の 因子
が関与す ると 考 えら れ る ． こ れ らの う ち ， R A に お い
ては蛋 白分解酵素 に よ る 細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解が
関節軟骨の 破壊 に 主要 な役割 を果 た す と考 え ら れ て い
る ．
関節軟骨に お け る細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 主 要構成成
分は コ ラ ー ゲ ン と プ ロ テ オ グ リ カ ン で ある ． R A関節
軟骨 に お い て は ， プ ロ テ オ グ リ カ ン の 脱落 に 始ま り ，
コ ラ ー ゲ ン の 分解 ． 消失 に よ り 軟骨破壊 が 完 了 す
るl，． プ ロ テ オ グ リ カ ン 分 解酵素 と し て m atrix
m etallopr otein a s e3くM M P－31
2，や 好中球由来 エ ラ ス
タ ー ゼ や カ テ プ シ ン G
3－な どが知 られ て お り ， R A関節




九 コ ラ ー ゲ ン は 3本 の ぼ 鎖が三 重 ラセ ン構造 を示 す
構造蛋白 で ， 現 在ま で に I ん X I I種の コ ラ
ー ゲ ン 分
子種が 区別さ れ て い る
6I
． こ れ ら の う ち ， I ， H ， m 型
コ ラ ー ゲ ン は線椎性 コ ラ ー ゲ ン と 呼ば れ ， 一 般 に 種々
の 蛋白分解酵素 に は抵抗性 で コ ラ ゲナ ー ゼ に よ っ て特
異的に 分解 さ れ る ． 従 っ て ， こ れ ら コ ラ ー ゲ ン の 分解
に は コ ラ ゲ ナ ー ゼ は必 須 な酵素で あ る ． 実際 ， 関節破
壊の 著名な R A患者の 関節液
n
や R A滑膜組織培養
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液8帽l中 に は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 が検 出さ れ て い る ． ま
た ， R A の 関節軟骨 － パ ン ヌ ス 境 界部 の 細胞外 マ ト
リ ッ ク ス に コ ラ ゲ ナ ー ゼが 局在す る こ と が 免疫組織化
学的に 証明さ れ て い る 糊 ． し か し ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 滑
膜組織の どの 細胞 に 由来す る か に 関 し て は ， こ れ ま で
全 く報告が み られ な い ． ま た ， f へ 1 Il 型コ ラ ー ゲ ン は
生体内 で は コ ラ ー ゲ ン線経 と し て存在 す る が ， コ ラ ー
ゲ ン線推 の 分解に 関す る知 見は こ れ ま で き わ め て 少な
い ． R A に お い て は
．
パ ン ヌ ス細 胞 に コ ラ ー ゲ ン 線推
の 貧食 が み られ る と い う 報告11－が あ る に す ぎな い ．
本研 究に お い て は ． R A 滑膜組織 に お い て コ ラ ゲ
ナ ー ゼ を合成 ． 分泌 する 細胞 を ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対す
る特異抗体 を用も1 て 免疫組織学的 に 同定 し ， 次 い で
R A滑膜組織 を ヌ ー ド マ ウ ス 皮下組織内に 移植 し ， コ
ラ ー ゲ ン 線維 の 分解過程 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 局在 と そ の
活性 との 関係 に お い て検討 し た ．
材料お よ び 方法
工 ． R A 滑膜組織 お よ び正 常滑膜 組織
R A滑膜組織 は ， 金沢大学医学部付属病院 と その 関
連病院の R A患者15症例 よ り ， 人 工 関節置換術 ． 滑 膜
切 除術の 際に 採取 し た ． 対照 と し て ， 靭体損傷 と半月
板損傷の 膝関節 ， 悪性骨巨細胞腫 に 対 し て行 わ れ た切
断下肢の 足関節お よ び離断性骨軟骨炎の 肘関節か ら採
取 し た 4例の 組織学的に 正 常 な 滑膜組織 を用 い た ．
工 ， 羊抗 ヒ ト コ ラゲ ナ ー ゼ抗 体 の 特異性
抗体 は
，
R A滑膜細胞由来 コ ラ ゲ ナ ー ゼ を羊 に 免疫
す る こ と に よ り作製 され た ． 本抗体 は ． 米国 Sta nfo rd
大学 Ha rris 教授 くCalifo r nia， U S AI よ り供与 を受
け た ． 抗体 り特 異性 に つ い て はす で に 検討済 み く未発
表1で ある が ， 本実験に お い て も以 下 の 方法 で 再検討
し た ．
1 ． ゲ ル 内沈降反応法 くオ ク タ ロ ー ニ 法ナ
50m M Tris－ HCI， PH 7．510． 15 M NaClノ0． 0 1 M
CaCIJO．02％ NaN3綬衝液 に 溶解 した 1 ％寒天 を ガ ラ
ス プ レ ー ト上 で ゲ ル 化さ せ ， オ ク タ ロ ー ニ プ レ ー ト を
作製 した ． 10ノバ の 抗血 清と濃縮 した R A滑膜細胞培
養液 を用 い て沈降線 の 出現 を観察 し た ．
2 ． 免疫沈降反応法
Naga s eら
12一 の 方法 に 従い ． コ ラ ゲ ナ ー ゼ を免疫沈
降反応 させ た ． L3Hコ ロ イ シ ン で 標識さ れ た R A滑膜
細胞培養液く金沢大学医療技術 短期大学部 岡田保典
原
博士 よ り供与1 羊抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 血清 を反 応 さ せ た
後 ， 抗 原一抗体複合体 を プ ロ テイ ン A－セ フ ァ ロ ー ス
C し4Bくシ グ マ 社一に 付着さ せ ， こ の 複合体 を s odium
dode cyls ulfate くS D Sllpolya c ryla mide gel ele ctr o．
pho r e si くP A G Eン試料用緩衝液と と も に 煮沸する こ と
に よ り分離 した ． こ の 試料 を10％ S D SIP A G Eで電気
泳動後 ， フ ル オ ロ グ ラ フ イ 一 に よ り観察 した ．
3 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e ste r nblot 法1
部分精製 され た 活性型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ と 濃縮 さ れた
R A滑膜細胞培養液 く岡田保典博士 よ り供与1 を10％
S DSノP A G Eで 電気泳動 し， ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル
か ら 蛋白 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に 転写 した ． この ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス膜 を抗 コ ラ ゲナ ー ゼ IgG Fくab，12と 反応
さ せ
．
ア ピ ジ ン 嶋 ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ法
くa vidin －biotin －per O Xida s e c o mple x， A B C法いこ て観察
し た ．
1II． R A滑膜組織 に お け る コ ラゲ ナ ー ゼ の 免疫組織
学的局 在
1 ， 抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ IgG Fくab
，
12 の 作製
マ ク ロ フ ァ ー ジを は じめ と す る Fc レ セ プタ ー を有
す る 細胞と の 非特異的反応 を防 ぐ為に ， IgG Fくab
，
12を
以 下 の 方法 で 作製 し た ． 羊 抗 ヒ ト コ ラ ゲ ナ ー ゼ血
清 く50ml と 末感作 血清く20mり よ り硫安沈殿法く30％
飽和度Iと0．1M Tris－H CI， pH 8．OJIo．02％ NaN3緩衝
液 で 平 衡 化 さ れ た D E A E－ C e11ulo se カ ラ ム く2．5x
6c ml に よ り IgG を精製 した ． 精製 したIgG を0．1 M
酢酸緩衝液 ， pH 4 ． 5に 透析後 ， ペ プ シ ン く重量 比 1こ




49時 間消化 し た ． ペ プ シ ン の
作用 を ペ ブ ス タ チ ン A で 停 止 後 ， 試 料 を phosphate
buffer s alin eくP B Sl10 ． 0 2％ NaN3 で 平 衡化 し た
U ltr ogel AcA44 カ ラ ム く1．5x l 1 5c ml に か け ， 各プロ
テ ィ ン ピ ー ク の 蛋 白 を10％S D SIP A G Eに よ っ て調べ
た後 ， IgG Fくab
，
12分 画分 を集 め ア ミ コ ン限外濾過装置
で6．2m gノml に 濃縮 し た ．
2 ． 間接蛍光抗体法
採取 した R A滑膜組織 を で き る 限 り 速 や か に 約3
X 3 X 3mm大 に 細切 し， He mbry
13， ら の 方法 に 従い 1





s m ediu m tD M E MHFlo w Labo rat
－
o rie sI 液 中で ， 10 分， 30分 ， 1 時間 ， 2時間 ， 3時間
器 官培養 し た ． 対照 と し て ， モ ネ ン シ ン を 含ま ない
D M E M培養液中で 同時間培養 し た材料 を用 い た ． 培
polya cryla mide gel ele ctr opho resi 三 P BS， pho sphate buffer s alin e三 P MA ， phorbor
m yristate a c etatei R A， rhe u m atoidarthritisニS D S， S Odiu m dodecyls ulfate三 T N Fa ， tu mOr
n e c r o sis fa ctor a
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と コ ラ ー ゲ ン線維分 解
養軋 試料を未固定 で Tiss u e
－ Tek O．C．T ． c o mpo u nd
くM 抽 US A一に 包埋 し凍結切片を作製 し
た － こ の 切片
を P BS で 十 分洗浄 軋 羊抗 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 王gG F
くabり2 ある い は末感作羊 工gG
Fくabり2で 2時間反応 し，
Flu or eS C einis othio cy
a n ateくFI T Cl で 標識 し た ヤ ギ
抗羊王gG抗体 と反応 し て蛍光顕微鏡 で 観察 し
た ■ 吸収
試験は ， 抗体 を コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 を含 む培養液で希釈
する こと で 実施 した 一 対照 群の 正 常滑膜組織 に
つ い て
も， R A滑膜組織 と同様 の 方法で処 理 し， 間接蛍光抗
体法に よ り コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 局在 を検討 した 一 ま た ， 上
述の 材料の
一 部 を10％中性 ホ ル マ リ ン 固定 し I パ ラ
フィ ン 切片に つ き へ マ トキ シ リ ン
． エ オ ジ ン くbe m a－
to xylin． e o sin， H
．El 染色 を実施 し組織学的 に 観察 し
た．
押 ． R A滑膜組織 の ヌ ー ド マ ウ ス 皮下 移植
1 ． R A滑膜移植片の 組織学的お よび 電子 顕微鏡的
観察
R A滑膜組織 を D M E M液中で 3 X 3 X 3m m大 に 細
切し ， 小切 開を加 えた ヌ
ー ド マ ウス 背部皮下 へ 移植 し







Fig．1． Im m u n opr e cipitatio n fr o m E
3Hコ
Ie u cin e－1abeled c ultu r e m ediu m from rhe u m at．
Oidsynovial c ells with she ep a nti
－C Ollage n a s e
a ntis er u m． T he pre c ur so rfo r m ofc ollage n a s e
くM ole c ula r w eight， Mr ニ 53，0001 1 m m u n－
OPr eCipitated fr o mthe c ultu r e m ediu m u sing
a nti－C Ollage n a s e a ntise r u m a nd pr otein A －Sep－
ha ro seC し4 B． T he s a mple w a s run o nlO％
S DSIPA G Eand flu o r ogr aphed． T he Mr of
Standa rd protein s a r eindic ated to the left of
the flu o r ograph．
899
ス を屠殺 し ， 移植 片と皮膚を 一 塊 と して採取 し た － 材
料 を10％ ホ ル マ リ ン 固 定後 パ ラ フ ィ ン 切 片 に つ き
H．E 染色 で組織学的に 観察 した ． ま た ， 電 顕 的 に は
R A滑膜移植片 を速や か に 細切 し ， 2 ．5％グ ル タ ー ル
ア ル デ ヒ ド と 2 ％オ ス ミ ウム 酸 二 重固定後 エ ボ ン 包櫻
した ． 超薄切 片を酢酸 ウ ラ ニ ー ル と硝酸鉛染色 し電子
顕微鏡 で 観察 した ．
2 ． 移植片に お け る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ と M M P－3 の 局在
ヌ ー ド マ ウ ス 移植 3 軋 1 ． 2 ． 3 ， 4遇後の 移植
片を 1 月 M モ ネ ン シ ン 3時間処理後未固定 で凍結 切
片 を作製 し ， コ ラ ゲ ナ ー ゼの 局在 を観察し た ． ま た ，
抗 M M P．3 抗 体弟 く金沢 大学医療技術短期大学都 岡
田保典博士 よ り供与1 を 用 い て ， 滑膜移植片 に お け る
局在 を上 述の 凍結切片と れ レマ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン
切片に つ き ， そ れ ぞれ 蛍光抗体法 と A B C法 で 検討 し
た ．
3 ． コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性の 測定
R A滑膜組織 と ヌ ー ドマ ウ ス 滑膜移植片 を0－ 2％ 水
1 2 1 2
くAI l 即
Fig．2． W e stern blotting－ Pa rtially pu rified
a ctiv e c ollagen a seく1a n ell a nd c on c e ntr ated
c ultu r e m ediu m fr o m rhe um atoid syn o vial
c ells くIa n e21 w e re el ctr opho r es ed o n lO％
S DS くr edu cinglgel因 ． Another s et of s a mpl－
es w e r e ele ctropho re s ed a nd tr a n sfer red to
nitr o c ellulo s e， a nd collage n as e w a s vi u alized
u sing a ntic ollagenas e IgG Fくab
，
12a nd a
biotinated a nti－She ep IgG a ntibody follo w ed
by a n A B Cm ethodくBL T he M r of sta nda rd
pr otein s a r eindic ated to the left ofthe gel．
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酸 化 ラ ク トア ル ブ ミ ン を 含む無血 清 D M E M培養液中
で48時間器官培養し ， 培養液中の コ ラ ゲナ ー ゼ 活性 を
1
t 標識 コ ラ ー ゲ ン を基 質 と し て 測定 し た ． コ ラ ゲ
ナ ー ゼ活性の 測定 は ． 金 属依存性蛋白分解酵素の 活性
化剤で あ る 4－a min ophenylm e rc u ric a c etateく最終濃
度1．5m Ml の 存在 ， 非 存在 下 で 行 っ た ． 培 養液採 取
後 ． Hin ega rdn el－ 1
4
の 方 法 に 従 っ て 組織の D N A量 を
測定 し ． 各 試 料 に お け る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 声 g
D N A あ たり の 活性 と し て 示 し た ． ま た ． RA 滑 膜組
織 と ヌ ー ド マ ウ ス 移 植 片の1．一一 部 を 緩衝液 t5 0r11M
Tris－ H CI
， PH7．410．15 M NaCI110m M CaCI210．02％
NaN3J で 十分 洗浄後 ． 0．0 5％ BriJ35 を 含む 同綬衝 液
と混 和 し テ フ ロ ン 製ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ モ ジネ ー トを
作製 し た ． さ ら に ， そ の ホ モ ジ ネ ー ト を超音波処 理 後
遠心 し ， 上 清中の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 を測定 した ． 1 単
位の コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性は 基 質を37
0
Cに お い て 1 分間 に
1 声 g 分解 す る こ と を意味す る ．
成 績
I ． 抗 コ ラゲ ナ ー ゼ 抗体の 特異性
ゲル 内沈降反応法 で は ， 抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ血 清 と培養
液と の 間に 単M一 の 沈降線が観察 され た ． ま た ． 巨江 口
イ シ ン に よ っ て 標識 さ れ た分泌蛋白 を R A 滑膜細胞
培養液か ら 抗 コ ラ ゲナ ー ゼ抗体 を用 tlて 免疫沈降反応
を行う と ， 図 1 の如 く分 子 量53，000蛋 白 バ ン ドが認め
られ た ． さ ら に
，
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー





0岬 と培養液中の 潜在塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ く分 子量
56
，00と53，0001 が抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ抗体 に よ っ て 認識
さ れ た く図 2ト 潜在型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に は 分子 量53．00
と 糖付加 を受 けた56，000の 分 子 が あ り ， 通常後者はご
く 少 量 しか 分 泌さ れ な い ． ま た ， 活性 化 に よ り こ れら
の 潜在型 酵素 は分子 量47，000 と45，00 に低分 子化する
こ と が 知 ら れ て い る
15－
． 従 っ て ． こ れ ら の 結 果 よ り本
抗体 は R A 滑 膜細胞由来の コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 し て特
異 的 で あ り ， 滞在型 と活性型 の 両 酵素 と反 応す る こと
が 確認 さ れ た ．
H ． R A滑 膜 組織の 組 織学的観察
正常 滑膜組織 は ， 1 へ 2層 の 滑膜表層細胞層と表層
細胞下 結合組織層く表層細胞下 層ラ か ら 構成 さ れ て お
り ， 炎症 細胞浸 潤は ば と ん ど認め ら れ な か っ た ． R A
に お い て は 表層細胞は著 しく 過 形成 と な り ， 表層細胞
下層に は 著名な炎症細胞浸潤 と 血 管の 増生が認 められ
た ． 炎 症細胞 は主 と して リ ン パ 球 ， 形 質細胞 か ら なる
が
，
小 数の マ ク ロ フ ァ ー ジや 好 中球 も散見さ れ た ．
R A滑膜組織 を モ ネ ン シ ン処 理 す る と ， 大部分の 滑膜
表層細胞 と表層細胞下層 の 線維芽細胞 は空 胞化を示し
た く図 3ナ． しか し ， そ の 他の 細胞 に は著変 はみ られな
Fig． 3． Light mic rogr aph of rheu m atoidsyn ovial tiss u etr e ated with
lJL M m o n e sin for 3hsho wing hy perpla stic syn ovial lin ng c ells a nd
lym ph－ m O n O n u Cle a r c ell infiltr atio nin the sublin ng c ell layer． M o st
of lin l ng C ells a re v a c u olated by the effe cts of m onensin ． H
． E stain ．
X 310．
コ ラ ゲ ナ ー ゼと コ ラ ー ゲ ン 線純分 解
Fig． 4． Im m u n ol c aliz atio n of c ollage n as ein rhe u m atoid syno vial
tis su e． T he tiss u e w a str e ated with lJL M m o n ensin fo r 3h a nd
fr o z e n se ctio n s w er e stain ed by a FI T C－im m u n oflu o r e sc e nt m ethod
with a nti－C Ollage n a s eIgG Fくab
，12． Note po sitiv eim m u n oflu o r es c e n c e
in hype rpla stic syn o via1 1in lng C ells．
Fig． 5． Light mic r ogr aph of rhe um atoidsyn o v．
ialtiss u e3 days after s ubc uta n eo u simpla nt
－
ation in a n ude m o u se． V illo u s str u ctu r e of





か っ た ．
I l． R A滑 膜 組織 に お け る コ ラゲ ナ ー ゼ の 局在
コ ラゲ ナ ー ゼ の 蛍光は ， モ ネ ン シ ン 処理 に よ り空 胞
化し た R A 滑膜表層細胞 に 限局 し て み られ た く図 4 ト
滑膜表層細胞 に お ける覚光 は ， モ ネ ン シ ン 2 へ 3時間
処理 で は明 瞭 に 認 めら れ た が ， 1 時間で は弱く ， 10 へ
30分 間処 理及 び 未処理 材料 で は ほ と ん ど染色 さ れrな
か っ た ． コ ラ ゲ ナーゼ は滑膜表層細胞内に 限 局 し て み
らjl ， 細胞間質 に は ど の 材 料 に お い て も 染 色さ れ な
か っ た ． ま た ， 細胞 内の コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対す る 覚光は
吸収試験 に よ り消失し た ． 末感作羊 工gG Fくab
，
12 を 用
い た 蛍光抗体法 で は ， モ ネ ン シ ン 3 時 間処 理 し た
R A滑膜組織 に お い て も 全く 蛍光は 認 め ら れ な か っ
た ． ま た
，
正 常滑膜組織で は ， モ ネ ン シ ン 処 理 く3時
剛 材料に お い て も コ ラ ゲナーゼ の 蛍 光は 全 く 観察 さ
れ な か っ た ．
1V ． R A滑 膜 組 織 の ヌ
ー ド マ ウス 皮下 移 植
1 ． 肉眼 的及 び 組織学的観察
R A滑膜組織 を ヌ ー ドマ ウ ス 皮下 に 移植す る と ， 移
植直後よ り 皮膚の 小 隆起と し て 観察さ れた ． ニ の 小 隆
起 は移植後徐 々 に 増大 し ， 1 へ 2週で 最も大 き く ． 4
週以 降は 縮小し ， 5週 以 降ほ と ん ど認め られ なく な っ
た ． ヌ ー ド マ ウ ス 皮下 に 生 者し た移植片に は多数の 血
管侵入 が み ら れ る の に 対 し ， 生 者し なか っ た移植片で
は血 管侵入 は認 め ら れ な か っ た ．
902 菅 原
Fig． 6． R he u m atoid syn ovial implant 2 w e eks afte r impla ntat
ion －
Synovial lin ng c ells show str atifo r m a rr a nge m e nt a nd
mito sis
くin s etl． Note the dispers ed c ollagen fibe rbu ndle sju st be n e ath the
syn o vial lin ng c ells H




Fig． 7． R he u m atoidsyn o vialim pla nt 4 w e eks
afte rim plantation ． H ．E stain ． x80．
組 織学的 に ． 移植後 3 日で は ， R A滑膜組織は滑膜
絨毛構造が 明 瞭 に み られ ， 滑膜表層細胞層と表層細胞
下層が は っ き り と区別さ れ た く図5I． 移 植 1 へ 2週で
は ， 移植片周囲 に 不 完全 な線推性被膜 が形成 され ， 被
膜側 か ら移植片中 へ 多数 の 毛細 血管侵 入 が 観察さ れ
た ． 移植 片に は 層状 に 配列す る明 らか な 滑膜表層細胞
が み ら れ ， まれ に 核 分裂像が観察 され た く図 61． しか
し ， 移植 3 日 の 材料 と比 較 す ると ， 滑膜絨毛 状構造は
不 明瞭と な っ た ． ま た ， 滑膜表層細胞直下の コ ラ ー ゲ
ン線 維束に は疎開が み ら れ た く図61． 3 へ 4週で は ，
移植片 は全体 に 縮小 し絨毛構造 は全 く不 明 で ， 滑膜表
層細胞 は所々 で 島状 に認 め ら れ る に す ぎ な か っ た く図
り ． 毛 細血管は か な り豊富 で 血 管周囲 に は コ ラ ー ゲ
ン 線椎束が認め られ た ．
2 ． 電子 顕微鏡的観察
R A滑膜表層細胞 は ， 超微形態学的 に 異な る 2種類
の 細胞 ， す なわ ち滑膜芽細胞くB細胞ナ と滑膜 マ ク ロ
フ ァ ー ジ くA細胞1か ら構成 され て お り ， 両者 に明 らか
な形態学的移行 は認 め ら れ な か っ た ． 滑膜芽細胞は細
胞突起 に 乏し く ． 豊富な粗面小胞体 と ゴ ル ジ装置及 び
特異な分泌顆粒 の 存在に よ っ て 特 徴づ け ら れ た
研
一 方 ， 滑膜 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 多数 の 偽足様突起を持
ち ， そ の 胞体内 に は 空胞 や ラ イ ソ ゾ ー ム が豊富に み ら
れ た
1 の川
ヌ ー ド マ ウ ス 移植 3日 の 材料で は ， 滑膜表層細胞層
に は こ れ らの 細胞が 同定さ れ た が ， 1 へ 2週 で は ， 滑
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と コ ラ ー ゲ ン 線維分解 903
膜マ ク ロ フ ァ
ー ジは消 失し大 部分 が 滑膜芽細胞 か ら構
成され て い キ 個 8ト 移植 1
へ 2過の 材料で 最も 注目
される 所見は ， 表層細胞直下 の コ ラ
ー ゲ ン 線維に 分解
像が みら れ る こ とと 個 8 － 91， 表層細胞下層の 線椎
芽細胞胞体内に コ ラ
ー ゲ ン 線維を含 む空胞が観察さ れ
る こ と であ る 個 10ト コ ラ
ー ゲ ン 線維 の 分 解像は ， 組
織学的に コ ラ
ー ゲ ン線維束 の 疎開部に 一 致 して 観察 さ
れた ． コ ラ
ー ゲ ン線維 は ， 縦断面 で は 細線維に 解離し
て み られ
．
時々 線維 の 長 軸に 対 して 斜走す る 微細 な裂
隙が認 め ら れ た ． 横 断面 で は コ ラ ー ゲ ン線維は 辺 緑部
が微細 な裂陣 形成 に よ り虫食 い 状と な っ て い た く図
9 ト ー 方 ， 線維芽細胞胞体内の コ ラ ー ゲ ン線維 は ， 表
層細胞下層深部 の 線推芽細胞 に 主 と し て 認め られ た ．
これ らの コ ラ ー ゲ ン 線維 は ， 線推芽細胞の 空 胞内 に
1 へ 1 0数本含ま れ て お り ， ほ と ん どの 線推 に は明 瞭 な
67n m 横紋周期 が 存在し た く図 抑 ． しか し ， 一 部 の 空
Fig． 8． Ele ctr o n microgr aph of rhe u m atoidsyn ovial im pla nt 2 w e eks afterimp
la ntatio n，
showing a syn oviobla st くB－C elり with specific s e cr eto ry gr a n ule s tarr o w he adsl a nd
e xtr a ceuula rdegr adatio n of c o11agen fibrils くa rT O W Sユー Ur a nyl a c e
tate a nd le ad citr ate
Stain ． x 9，600．
904
胞内で は横紋 の 不 明瞭化の 他， 長周期横紋線維や微細
線推状物質 へ の 分解像が認め られ た く図抑 ． ま た ， コ
ラ ー ゲ ン線推 を入 れ た空 胞周囲 に は ， し ば しば den s e
bodyくラ イ ソ ゾ ー ムI が近接 し て認 め られ た ■ し か し ，
こ れ ら の 細胞内線維を持 つ 線推芽細胞 の 周 囲 に 存在す
る コ ラ ー ゲ ン 線維 に は細胞外分解像 は観察 され な か っ
た く図川 ． 同様な細胞内コ ラ ー ゲ ン 線推 は ， 滑膜移植
片周囲の 線推性被膜内の線維芽細胞 に も ごく ま れ に 観
察 され た ． 移植 3 へ 4遇 で は ， ヌ ー ド マ ウス よ り侵 入
した血 管間 に線維芽細胞 と コ ラ ー ゲ ン 線推が 観察さ れ
た が
， 細胞外で の コ ラ ー ゲ ン 線維 の 分解像や線推芽細
胞内の コ ラ ー ゲ ン 線維 は み られ な か っ た ．
3 ． R A 滑 膜移植 片 に お け る コ ラ ゲ ナ ー ゼ と
M MP．3 の 局在
移植 1 へ 2週 の 材料 で は ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 蛍光 は滑
膜表層細胞 に 一 致 して 認め ら れ た く図11ト 3週 の 材料
で は
，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ は島状に 存在す る滑膜表層細胞 に
陽性 で あ っ た ． MM P－3 の 局在 も コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の そ れ
と 全く 同様で ， 移植1 へ 2週の 滑膜表層細胞 に 認め ら
れ た く図121． 両酵 素 と も 4週 の 材料 で は 陰性で あ っ
原
た ． ま た ， 末感作羊IgGFくabり2 で の 免疫染色 で は蛍光
は観察 され な か っ た ．
4 ． コ ラ ゲナ ー ゼ活性の 検出
図13に 示 す如 く ， R A滑膜組織 は培養液中に 多量の
コ ラ ゲ ナ ー ゼ を 分泌 して い た ． ヌ ー ド マ ウス へ 移植後
も ， 3 日 か ら 3 遇ま で は移植前の 約50へ 60％ に相当す
る コ ラ ゲ ナ ー ゼ を分泌 した ． しか し ， 4週 で は活性は
全く検出さ れ な く な っ た ， こ れ ら の 材料 に お ける コ ラ
ゲ ナ ー ゼ活性 は潜在型 コ ララ ゲ ナ ー ゼ で ， そ の 活性の
検出に は 4 －a min ophe nylm e r c u ric a c etate 処理 が必
要 で あ っ た ． R A滑膜組織及 びヌ ー ド マ ウス 移植片の
ホ モ ジ ネ ー ト で は ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活性は 4－a minophe－
nylm e rc u ric a c etate 存在下 に お い て も 全く検出さ れ
な か っ た ．
考 察
関節 を構成す る関節軟骨 ， 骨， 関節包及び敬体に存
在す る コ ラ ー ゲ ン の 大部分 は 巨＋m 塑 の 線推性 コ ラ ー
ゲ ン で あ り
，
そ れ ぞ れ の 組織の 支持や弾性の 付与に役
立っ て い る ． 従 っ て ， こ れ ら コ ラ ー ゲ ン の 分解は関節
Fig．9． Extr a c ellula rbr e ak do w n of c ollage nfibrils in rhe u m atoidsyn o vial im pla nt2
weeks
afterimpla ntatio n－ Note the diss o ciation of c ollage nfibrils to mic rofibrils a ndir regula r
clefts of the fibrils in cros s s e ctio nくar r o w sl． Ur a nyl a c etate a nd le ad citr ate stain ．
X27，000．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と コ ラ ー ゲ ン 線純分 解 905




その 分子 中の 三 重 ラセ ン構造 の た め に
一 般 に 蛋 白
分解酵素に は抵抗性で ある ． 好中球由来 の
エ ラ ス タ ー
ゼや カ テプ シ ン G は， ア ミ ノ 基末端 の 非 ラ セ ン部 を切




． しか し ， こ れ ら コ ラ
ー ゲ ン分子 を特異的 に 分解
するの は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ で あ り ， 組織の コ ラ ー ゲ ン 分 解
に関与す る こ と は ， コ ラ
ー ゲ ン分解の 瓦進 した 組織に
コ ラ ゲナ ー ゼ活性や 局 在が み ら れ る こ と か ら憫一 般 に 支
持さ れ て い る
19I
． R A に お い て は ， 患 者 関節液n や
R A滑膜組織培養液
8－9坤 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 が検出 さ
れて い る ． また ， 培養 R A滑膜細胞
鋤 や R A軟骨－パ
ンメ ス 境界部の 細胞外 マ トリ ッ ク ス
1 0Iに コ ラ ゲナ ー ゼ
の 局在が免疫組織学的 に 証明 され て い る － しか し ， ニ
れま で 関節局 所 に お け る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ産生細胞 に 関 し
て は全く報告が み ら れ な い ．
本研究に お い て は ， 滑膜 をモ ネ ン シ ン処 理 す る こ と
に よ り R A 滑膜表層細胞が コ ラ ゲ ナ ー ゼ合 成 ． 分泌
細胞 で ある こ と を初め て証明 す る こ とが で き た ． モ ネ
ン シ ン は カ ル ポ キ シ イ オ ノ フ ォ ア で ． リ ボ ゾ ー ム で 合
成さ れ た蛋 白の 分泌 を ゴ ル ジ装置の レ ベ ル で 阻 害す る
こ と が知 られ て い る2い2 l． これ ま で ， コ ラ ー ゲ ン と フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン
23，
，




コ ラ ゲ ナ ー ゼ
24，251及 び M M P－3勅 の 細胞内 に お
ける 免疫組織化学的局在が モ ネ ン シ ン 処理 法 の 併 剛 こ
よ っ て 可能と な っ て し1る ． ウ サギ 滑膜細胞由来 コ ラ ゲ
ナーゼ は ． pho rbo r myristate a c etatetP MAl 刺激下
で リ ボ ゾ ー ム で 合成後粗面小胞体 と ゴ ル ジ装置 を経由
して30分 以 内に 培養液中 に 分 泌 さ れる こ と が生 化学的
に 証 明 さ れ て い る
12－
， 本実験 で は ． R A 滑 膜 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ の 蛍光 は モ ネ ン シ ン 未処理 材料 で は 全く 認め ら
れ ず ， 1 時間以 上 の 処理 で 明 瞭 に 観察さ れ た ． こ の こ
と は ， 上 述の 生 化学的 デー タ と よ く 一 致 し ， コ ラ ゲ
ナーゼが ゴ ル ジ装置 を経由後細胞内に 貯蔵さ れ る こ と
Fig．10． Po rtio n of a fibrobla st in s ublin ng c ell laye r o
f rhe u m atoidsyn o vial im pla nt 2
w e eks afte r im pla ntation ． T he cytopla s m is o c c upied by m a ny v a c u ole s c o
ntaining
c ollage n fibrils． In s et show s v a rio u sdegr adation patte rn s of c ollage n fiber s
in the
v a cu oles． Ura nyl a c etate a nd le ad citr ate stain－ X 13．20O．
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な く 持続性 に 分 泌 さ れ る こ と を示 して い る ．








サ イ トカ ラ シ ン B
281
． 鉄 化 合物
291
，
S ubsta n c e
P301
．
イ ン タ ー ロ イ キ ン冊 1くinterleukin ．1，IL－1131，お よ
び tu m or n e c r o sisfa cto ra くT N Fa1321な どが 報告 さ
れ て い る ． こ れ ら は
，
い ず れ も 培養細胞 を用 い て 得 ら
れ た デ ー タ で あ り
．
R A滑膜組織 に お け る そ の 調 節因
子 に つ い て は な お 明 ら か で は な い ． 本実験で は ， コ ラ
ゲ ナ ー ゼ の 蛍光 は 炎症細胞浸潤の 全 く な い 正 常滑膜 で
は み られ ず ， 著 し い 炎症細胞浸潤 を示 す RA 滑膜 の 表
層細胞 に 観察さ れ た ． I し1 や T N Fd ノ な どの サイ ト カ




R A滑膜 に お い て は こ れ ら の サ イ ト カ イ ン が
コ ラ ゲナ ー ゼ の 合成刺激因子 と し て作用 す る と推定 さ
れ る ．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 工 へ 工I工型 コ ラ ー ゲ ン 分子 を ア ミ ノ 基
末端 か ら3ノ4の 部位で 特異的 に 切 断す る こ と は よ く 知
られ て い るが19l
． 多数の コ ラ ー ゲ ン 分子 の 重 合 し た コ
ラ ー ゲ ン 線維に 対 して どの よ う に 作 用 す る か に 関 して
Fig． 11． lmm u n ol c aliz atio n of c ollagen a sein
rhe u m atoid syn o vial im pla nt 2 w e eks after
im pla ntatio n． Note that syn ovial lin ng c e11s
ha v e po sitiv e FI T C－im m u n oflu o r e sc e n c e
くa r r o w sl． X190．
Fig． 12． Im m u n ol c aliz atio n of M M P
－3 in rhe．
u m atoid syn o vial im pla nt 2 w e eks after
im pla ntatio n． M M P
－3 islo c aliz ed in synovial
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Fig． 13． Co11age n a s e a ctivity in c ultu r e m edia
fr o m rhe u m atoidsyn o vial tiss u eくO w e ekl a nd
rheum atoidsyn o vial impla ntsin n ude mic el
to 4 w e eks afte rim pla ntatio n． A portio n of
c ultu r e m ediu m く20p IJ w as a s sayed u sing
14C－C Olage nin the pr es e n ce of l．5 m M 4－amト
n ophe nylm er c uric ac etate fo r3
－1 2h at 37
O
C－
Ea ch ba r r epr es e nts m e a n士S D．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と コ ラ ー ゲ ン線継 分解 907
は十分解明 され て い な い ． こ れ ま で 生体内の
コ ラ ー ゲ
ン線維の 分解 に は用細胞外 で の
コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る分
解とほ瀾 胞に よ る コ ラ
ー ゲ ン 線維の 貪食 ， の 2 つ の プ
ロ セ ス が 存在 す る と Wo es sn e r
鋤
や Ha r ris 8z Kr a，
ne
19Iに よ っ て 指摘 さ れ て い る ． こ れ ら の う ち ， 細胞外
コ ラ ー ゲ ン線維の 分解 に 関 して は ， 壊死性翠膜炎
誠l
や
牛血清あ る い は卵白 ア ル ブ ミ ン 誘導角膜炎
3 脚 で 詳 し
く観察さ れ て い る ． こ れ らの 報告で は ， コ ラ
ー ゲ ン線
維は膨敵性変化や斜走 す る裂隙形成 を経て細線推
へ と
分解す る とさ れ て い る ． しか し I こ の よう な
コ ラ ー ゲ
ン線維の 分解酵素 に 関 して は い か な る デ
ー タ も記載さ
れてい ない ■
一 方 ， Fell ら
珊
は ブ タ 滑膜 を器官培養
し， コ ラ
ー ゲ ン線推 の 分解と コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 と の 関
係に つ い て 初め て検討 し た が t 彼 らの 報告 で は
コ ラ ー
ゲ ン線推 は細線推に 分解さ れ る と い う 記載の み で 線維
自体の 変化 に つ い て は 十分観察 され て い な
い
． 本実験
に お い て は ． コ ラ ゲ ナ
ー ゼ を持続性 に 分泌 す る R A滑
膜を移植す る こ と に よ り ， コ ラ
ー ゲ ン線維 に 対す る コ
ラゲナ ー ゼ の 作用 を観察 し た ． その 結果 ， 移植 1
へ 2
遇後の 滑膜移植片中に コ ラ ー ゲ ン 線維の 虫食い 状変化
が認めら れ た ． こ の よ う な線推 は ， 滑膜表層細胞直下
の表層細胞下層の コ ラ ー ゲ ン線維 に み ら れ ， 組織学的
に コ ラ ー ゲ ン線推束の 疎開 を示 す部位 に
一 致 した 一 滑
膜移植片に よ る コ ラ ゲ ナ ー ゼの 分泌 は 移植後 3 凋 まで
みられ ， 蛍光抗体法に よ り移植滑膜 に お い て も 表層細
胞が コ ラ ゲ ナ ー ゼ 合成 ． 分泌細胞 で あ る こと が 確か め
られ た ． こ れ らの デ
ー タ は前述 の 虫食 い 状 の コ ラ
ー ゲ
ン線維が コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 作用 に よ る 分解像 で あ る可 能
性を強く示 唆し て い る ．
R A滑膜移植片に は コ ラ ー ゲ ン 線維の 細胞外で の 分
解と並 行し て ， 空 胞内 コ ラ ー ゲ ン 線維 を も つ 線維芽細
胞の 出現が認 め られ た ． 細胞 内 コ ラ
ー ゲ ン線推 は ， 生
理的お よ び病的組織 卸 40I， 培養組織
411お よ び 退縮期の 妊
娠子 宮42ト 瑚な ど で 多く の 報告が み られ る ． こ れ ら の 報
告で は， コ ラ ー ゲ ン線維 は マ ク ロ フ ァ ー ジ
42ト 4 4，
． 子 宮
平滑筋細胞伯I あ る い は線維芽細胞
39 卜41，の 空 胞内 に 観察
され て い る ． マ ク ロ フ ァ ー ジは コ ラ ー ゲ ン を合成 し な
い こ とか ら ， マ ク ロ フ ァ ー ジ胞体内の コ ラ ー ゲ ン 線維
は貪食に よ る コ ラ ー ゲ ン 線維の 分解過程と考 えら れ て
い る ． 一 方
． 線維芽細胞内の それ は コ ラ ー ゲ ン 線維の
貪食処理 と い う 意見39い l， と ， 過剰 に 合成 され た コ ラ ー
ゲ ン の 細胞内消化 と い う 説痛 が 対 立 し て い る ． し か
し
， 現 在の 所 ， コ ラ ー ゲ ン 線推の 貪食 を支持 す る意見
が支配的 で あ る 川39 ト41I． 本実験に お い て も ， 細胞 内 コ
ラ ー ゲ ン 線推は ， く1 細胞外で の コ ラ ー ゲ ン 線維の 分解
時期に 一 致 して 出現 す る こ と 闇移植 R A滑膜組織 は
最終的 に 消失 し ， 同組織 で 活発な コ ラ ー ゲ ン 合成 は行
わ れ な い こ とく31空 胞内の コ ラ ー ゲ ン線維 に 横紋の 不 明
瞭化や細線維 へ の 解離な ど明 ら か な 分解像が み られ る
こ とく41線維芽細胞 に は コ ラ ー ゲ ン 線維貪食能が実証さ
れ て い る こ と
45－
か ら 線推芽細胞 に よ る コ ラ ー ゲ ン線 継
の 貪食と推定さ れ る ．
細胞外の コ ラ ー ゲ ン線 継が線維芽細胞 に 貪食さ れ る
た め に は ， 線推 に 何 らか の 変性が 起 こ る こと が 必 要と
考 えら れ る ． し か し ， 本研究の 検索の 範囲で は ． 他の
報告421と同様 ， 細胞内 コ ラ ー ゲ ン 線維 を有す る線維芽
細胞周囲の 線推 に特別な構造的変化を認 める こ と がで
き な か っ た ． 線椎茸細胞 が貪食す べ き コ ラ ー ゲ ン 線推
を認識 す る機序 は不 明 で あ る が ， コ ラ ー ゲ ン 線維周囲
の プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 分解に よ る緑維表面構造の 変化
が欝食の 引き 金 に な る可 能性が考え ら る ． 本実験 に お
い て は
， 移植滑膜細胞 か ら分泌さ れ る M M P－3 に プ ロ
テ オ グ リ カ ン 分 解能が あ る こ と
2－ か ら ， 本酵素 の 作用
に よ る プ ロ テ オ グ リ カ ン の 消失が その 貪食 に 関与す る
と 想像 さ れ る ．
R A
．
関節組織 に お い て は ， パ ン メ ス w関節軟骨境界
部の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス に コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 局 在が報告
さ れ て お り
10－
，
パ ン メ ス 細胞に は コ ラ ー ゲ ン 線推 の 貪
食像 が観察 され て い る
I l
． こ れ ら の 所 見よ り ． パ ン メ
スー軟骨境界部 に お い て は コ ラ ー ゲ ン 線維の 分解 ． 吸
収が 行わ れ て い る と 信じ られ て い る ． しか し ． R A滑
膜組織 に は い ずれ の 所見 も観察さ れ ず， こ れ ま で そ の
よ う な報告も み られ ない ． こ の こ と は ． お そら く コ ラ
ゲ ナ ー ゼ や M M P－3 な どの 酵 素は関節腔 へ と 方向性を
も っ て 分泌 さ れ る た め と推定さ れる ． 実際 ． R A患者
の 関節液中に 多量 の 潜在型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活性が 検出さ
れる こ と
刀 は上 記の 仮説と よ く 一 致 す る ． こ れ に 対 し
て ， R A滑膜 を ヌ ー ドマ ウ ス に 移植する と 前述の よ う
に コ ラ ーゲ ン 線推の 分解 が み られ る の は ， お そ らく 移
植 に よ り 滑膜表層細胞の 極性 が失わ れ ， 方 向性 をも っ
た酵素の 分泌 が 不 可能 に な る た め と 推定 さ れ る － コ
ラ ー ゲ ン 線維 の 分解 は表層細胞と表層細胞下層の 構造
が不 明 瞭と な る 移植後 1 へ 2 週の 材料で み られ る こ と
ば そ の こ と を支 持 してし1る ．
結 論
R A 滑膜 及 び 正 常滑膜組織 に お ける コ ラ ゲ ナ ー ゼの
免疫組織化学的局在と ． ヌ
ー ド マ ウ ス 移植 R A滑膜組
織 に お ける コ ラ ー ゲ ン 線維の 分解機序 を検討 し ． 以下
の 結果 を得 た ，
1 ． 抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ抗体 は ， オ ク タ ロ
ー
ニ 法 ， 免疫
沈降法 ， イ ム ノ ブ ロ ッ ト法の 各デ ー タ よ り コ ラ ゲ ナ
ー
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ゼ に 特異的で あ り ， 潜在型と 活性型 の 両酵素 を認識す
る こ と が 示 さ れ た ．
2 ． コ ラ ゲナ ー ゼ に 対 す る蛍光 ほ ， モ ネ ン シ ン 処理
した R A滑膜組織の 表層細胞 に 限局 して観察さ れ た ．
し か し ， 正 常滑膜組織 で は モ ネ ン シ ン 処理 材料で も 蛍
光は陰性で あ っ た ．
3 ． R A滑膜組織 を ヌ ー ド マ ウ ス 皮 下 へ 移植 す る
と
， 移植 1 へ 2過 の 材料 で 表層細胞下層の コ ラ
ー ゲ ン
線碓 が細線推 へ と 分解す る の が観察 さ れ た ． こ れ ら の
移植片で は ， 滑膜表層細胞に よ る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 産 生
が 免疫組織化学 お よ び コ ラ
ー ゲ ン を基質 と す る ア ッ セ
イ に より 証明さ れ た ． 従 っ て こ れ ら の 細胞外 コ ラ
ー ゲ
ン 緑綬の 分解に 滑膜細胞由来 の コ ラ ゲ ナ
ー ゼ が 関与す
る と 考え ら れた ．
4 ． 移植 1 旬 2週の R A滑膜移植片 で は表層細胞下
層深部に 空 胞内 コ ラ ー ゲ ン 線推 を も つ 線推芽細胞 の 出
現が認 め られ た ． こ れ ら の 細胞内 コ ラ
ー ゲ ン 線維 に は
明 ら か な空胞内で の 分解像 が み ら れ た ■
以 上 の デ ー タ は コ ラ ゲナ
ー ゼ が R A 滑膜表層細胞
に よ っ て細胞内に 貯蔵さ れ る こ と な く持続性 に 分泌 さ
れ る こ と を示 す と と も に ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 の上 昇 し
た組織 に お い て は コ ラ ー ゲ ン線維 が細胞外と細胞内の
2 つ の プ ロ セ ス で 分解さ れ る こ と を示 唆 して い る ．
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In orde r t o study degradation m e cha nisms of c ollage n fibrils in rhe u m a
toid a rthritis，
c ollagena s e w a sim m un olocalized in rhe um atOidsyn ovium and the degr
adation of collage n
fibri1s in rheu m a t oidsynoviu m im pla nted in nude mic e wa s exa min ed m orphologica11y
a nd
bioche mically． Using a n antibody against rheu m atoidsyn ovial c
ollage na se that wa sshow n
t o be m o no specific to c ollagena s e a c o rding to the data fr om Ouch
terlony assay，
im mu n opre cipitation an d Weste m blotting， C Ollage n a s e was im m u n oloc aliz ed in
rhe u m atoid
syn o viallining cells only u nder the tre atme n t of the synoviu m with lF
L M m onensin fo r
m ore tha nlh． This indicates that c ollage n aseis synthesized a nd se cre ted c ontin
u o usly
witho ut st orage by syn o vial lining cells in rhe u matoidsyn oviu m．
W hen rhe u matoid
syn oviu m wa sim planted in to subcutane o u s tiss ue of n ude mic
e
，
e XtraCe11ular break dow n of
c o11age nLib rils in to micr ofibrils w as observed in the sublini
ng cel1 1ayerju stbe n ea th the
synoviallining cells of ト and 2
－ W e ek－im plants． Pr oduction of c o11agen a s eby syn o
vial
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lining ce11s of the impla nts w as de m o n strated by th
e c ollagen as e a s say nd im m u
－
noloc aliz atio ntechnique． T herefore， it w as suggested that
c ollagen ase m ay beimplic ated in
the extra Cellular digestio n of the c ollage n fibrils－ In
ad ditio n to the e x tra c e11ular
degradatio n of collagen fibrils， fibr oblastsloc ate
d de ep in the s ublining celllayer had
m a ny v a c u ole s contaln l ng C Ollage n fibri
ls
，
SO m e Of which sho w ed degr adativ e cha nge s．
Thesefindings suggest that co11age n fib ri1s in the tissue with in
cre ased a mounts of
c ollage n ase aCtivity aredigested by both extra cellular a nd in
tra c elu ar pro cesse一
